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RESUMEN

El ciclot ! es un disol industrial que ha do propicdades para inducir la
Xp de las sut rilias 2E y 2B del citocromo P450 (CYP). La fraccion post-
mitocondrial hepética (S9) de ratas das con cicloh 1, puede bi fo in vitro
varias  N-ni i produciend: boti ngéni Por otro lado, el
it i lbendazol es un p ind de la subfamilia 1A que se encarga de la
biotransformacién de contaminantes como los hid: rburos policicli ar i El uso
de S9 p i de roed , €3 una Zi p usada como fuente de

metabolismo en las pruebas de mutagénesis in virro. Las principales familias de los CYP's
implicadas en dicho metabolismo son: 1A, 2B y 2E; por tal motivo, en este trabajo

exploramos la posibilidad de inducir cstas familias con la aplicacién conjunta del

loh 1 y ¢l albendazol a la rata. El resultado del i binado se tuéd

di la induccion de iones por 4 ukndar en S. nphi iums, diend

la actividad imatica p en micrc hepati y por i o i6n con
pos poli & Los ltados de actividad imatica e i bl

que el i con albendazol/cicloh 1 inch los CYP1A1/2, CYP2B1/2 y 2EI

1o cual se traduce en una bucna activacion metabodlica i virro de los siguientes mutégenos:

benzo{a)pireno y 3 ilcol [¢ bolizado por ¢l CYPlAl), 2-aminofluoreno

(CYP1A2), N-nirosodipropilamina y ciclofosfamida (CYP2B1), N-nitrosodimetilamina y

N-nitrosopirrolidina (CYP2EL1). El uso de inductores del CYP para pruebas de mutagénesis

con un menor potencial téoxico que los d ¥ como bi P

naftoflavona y fenobarbital, es una aportacion util en el dela icologt: éti
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INTRODUCCION

Los citocromos P450 (CYP’s) son una superfamilia de h % P tanto en
procariontes como en cucariontes. Los CYP's 7 como i ya que
incorporan sélo un étomo de O3 )] lar en el y ticnen funciones especificas ¢n
la sintesis y degradacion de p 46 (endobidticos) tales como honmonas
esteroideas, vi i y #cidi igual estos cil particip en el
boli de og tales como far 5 i bi les y
in6 ( bidticos)'. Los CYP's dos del boli: de
6 se localizados en la brana del 1! dopla los V!

estdin unidos por la porcién amino-terminal. Por tanto, los xenobidticos que son

metabolizados por estas i son b hidrofébicos y los CYP's los

transforiuan en moléculas hidrofilicas para facilitar su eliminacion.

Los CYP's desempefian un papel importante en la desintoxicacién de

di carciné imi y otros agentes toxicos. Los CYP's también

partici] en la co i bolica de al, b a radicales-libres, los cuales

son altamente reactivos®,

La biotransformacion ha sido dividida en dos fases:

Fase I o de funcionalizacion:

En esta fase se incorporan grupos funcionales especificos que pucden provocar ia

sy i 12cul,

la reducci6n o la hidrélisis de bictis que | son

] TESIS CON
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lipofilicas, iandolos en léculas de mayor polaridad, ya que este proceso €s
requerido para que Ias enzimas de fase I1 pucdan actuar. Dentro de este grupo de enzimas
de fase 1 se 1a flavi i (FMO) y los CYP’s,

Fase 11 o fase de conjugacién:
Esta fase se liza principal eneclt d que hay otros érganos como ¢l

riftdén y ¢l intestino que tienen esta capacidad. En esta fase de nuevo se incorporan a las

sustancias que se cstan boli d léculas hidrofilicas lo cual las hace aun mas

polares y pueden ser facil liminad. ya sca por via urinaria o biliar; en estos ductos

(urinario o biliar) se las del gi i6n y de los grupos acilo, metilo y

acetilo. En esta fasc H las r i mis son: glucuronidacion, sulfatacion,
50 con gl - lacion y lacién

las t i de funci ti ion (fase I) y de conjugacion (fase II) son
fr coordinadas, de manera que ¢l producto de una reaccion es el sustrato de ia
otra.

Exi j los de comp quimi cuya icidad depende di de
1a i6 i ica ya que el bolito es mas ico que el P original.
La conversion de un P en bolitos mas toxi es lo que se conoce
como activacion metabolica. Por owo lado, bié i ias cuyos boli
resultan ser menos toxicos que la lécula p. l y, en este un i enla

actividad de las enzimas quc intervienen en la activacion metabdlica da como resultado la

dismi: i de la toxicidad de los bi d de esta manera, la

P

L -

-]
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disminucién en la actividad se traduce en un i de 1a toxicidad. La ptibilidad

de un i ala icidad de un fmico en particular, depende en h
casos del deli do bal entre la ok & Yy Ia acti o bl
4 Ia exp on al (Y

Los CYP’s son importantes en el bolismo de di porque pued
favorecer la formacion de metabolitos activos a inactivos f Lo g los les al
pasar por la fase de ' de j i6n forman bolitos mas pol los 1]

son excretados por via urinaria o biliar.

Al di (profar ) se¢ activan despwés de ser

metabolizados por los CYP's u otras enzimas. En este caso, el metabolito activo se va

f do gradual después de 1a admini ién del farmaco dande como resuhado
una accion prol d; pudiénd asf una 161 del
metabolito en sangre. De igual forma que de en la i i6n de otras
i 5, los far como cl inoft d ser ivad por los CYP's
for d bolitos que dad hepatica® *
Muchos carcindgenos requieren ser bolizados por i de fase 1 (PP450)
para llegar a fi P i bl or i intermedi que sc¢ unen

covalentcmente al DNA y contribuyen al proceso canceroso. Estos productos del
boli bién se d unir a la porcion hemo de los CYP provocando 1a

inactivacion de estas enzimas.* 7+ *
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En las reacciones mediadsas por los CYP’s, éstos se redk por ia fe ia de

electrones provenicntes del NADPH o NADP a travéz de la ci P450 red yel
citocromo bs®. Esto da como resultado 1a activacion de! CYP a un estado de alto espin, la
fe ion de un Icjo con Jecular y el y final Ia insercién de

oxigeno cn la forma de oxij ingulete o radical hidoxilo en la lécula del it

Este proceso se lleva a cabo en ciclos durante los cuales el CYP es secuencialmente
ducido por la transf ia de clectrones del NAPH y ¢l NADH. El hierro (Fe) de la

molécula del CYP debe encontrarse en estado ferroso (Fe™™) para poder unirse al sustrato,

lo que provoca que se oxide a su fase férrica (Fe™) regr do p i al d

ferroso al ser reducida por los electrones provenientes del NADPH y del NADH,
integrandose en esta fase el oxigeno. Después de csta union, el Fe del CYP queda en estado
férrico y ¢l sustrato oxidado es liberado. El CYP es reducido posteriormente hasta liegar al

estado ferroso y el ciclo se inicia nuevamente'”.

Debido al gran nimero de CYP’s reportados hasta la fecha, para su clasificacion es
necesario agruparlos en familias y subfamilias basandosc en la similitud de la secuencia de

aminoacidos. Una familia esta fc ia por pr que comp mas del 40% de
similitud en la ia de inoacidos® Por su parte, en una subfamilia se agrupan
protei que parten un po je mayor al 55% de j en la ia de
aminodcidos. Con basc en lo anterior, para b una i se ' con las siglas
CYP (citocromo P450) idas por un nG > bigo que indica la familia a que
pertencce, una letra YU la indicando la subfamilia, y si es el caso de que en una

subfamilia estén involucrados mas de un micmbro, esta letra estara seguida por otro

11
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', Como ejempl d citar al CYP!ALl en donde el nu 1 rep la

familia, la sut ilia estd rep da por la lers A y el numero 1 indica la isoforma
respectiva.
La lacion en la expresion de los CYP's puede estar infl, inda por varios fi
tales como las d i de hor y aquellas que requi de 1a p ia de
bioticos. En el pri caso, pod citar al CYP1A2 humano ¢l cual esta disminuido
en muj b das o con ftr i i ptivo oral’?, y en el segundo, al
CYPI1A1 que ponde a la p ia de hidrocarburos aromiticos policiclicos.

Adicionalmente, los CYP’s son enzimas tejido-especificas, ya que las regiones reguladoras

de sus genes no son i idénti en dife jidos'®. Sin embargo, Ia regién

5° de todos los genes del CYP poseen una caja TATA aproximadamente de 20 a 40 pares de

bases antes del sitio de inicio de la transcripcion, al igual que con un

basal de transcripcion (EBT).'*- '*

Otro aspecto de vital importancia estda dado por el polimorfismo gerético de las

que bolizan bioti s Dicho polimotfismo puede ser o responsable de

las diferencias interindividuales en la habilidad para 1) y
xenotéxicos y farmacos de amplio consumo. Todo ello determina ls susceptibilidad de los

individuos de una poblaciéon dada a pad oa ponder ad: d a una
quimioterapia determinada'’.
La actividad catalitica de los CYP depende de los nivel ituti o inducibl
Jos ) pued ser i ck en el p de si is ¢ P oen la
) 12
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incorporacion del grupo hemo para fc 1a hol ima'® La inhibicion y }a modificacié
post- ipcional d e Ia habilidad de los CYP para cfectuar la oxidacion del

sustrato' g'

Los niveles de induccion o actividad catalitica pueden estar afectados por una gran
variedad de factores tales como inhibicion y pobre expresion de los genes debido al

polimorfismo gendtico o variacion alélica; ademds, las modificaci post-traduccional
i6on de la funcionalidad da por la pérdida del grupo

A

hemo. De alli, se puede concluir que los sustratos y/o inductores pueden actuar como

inhibid en i fici altas®, Alg veces, la expresion de

varias de estas enzimas, se da como ltado de la induccién por varios agentes quimicos

1o cual puede deberse a la organizacién genética cn eucariontes®’

Los CYP's se encuentran en mayor proporcion en higado, pero también hay reportes

de su existencia en pulmén, rifion, cercbro ¢ intestino.

Las familias de la 5 a la 8, P un papel determi en Ia biosi is de
compuestos endogenos como en la si is de b y pr Jandi Los CYP's
de las familias 11, 17, 19 y 21 son requeridas para la bi is de h id
micntras que las familias de los CYP’s I, 2 y 3 son las que partici principal en el

bolismo de biot Estas i tiencn 1a habilidad de metabolizar una amplia
variedad de bidti que al mi iemp demas de ser 0 como

agentes inductores*
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A i ion d ibi las propiedad: de al de las subfamilias de

mayor importancia resp al boli de

SUBFAMILIA L A

Dos importantes miemb de esta subfamilia son: el CYPLA] y el CYPIA2, el

porcentaje de similitud de estas enzimas entre humanos y ratas es del 80%.

Los genes de estos dos CYP’s han sido encontrados en todos los mamiferos, los

cuales ticnen una actividad litica p ida. La lacion tr ipCi 1 de ellos p
cstar diada por i los les estén lados por 2 p i Una
es cl receptor de hidrocarburos At policicli que sc a ubicado en el

citoplasma (AhR) y la otra es un transiocador nuclear del AhR {Amt) que provoca la

induccién masiva de cstas  enzimas. Una vez fc d el lej

bidti /1 P / 1 d , este se Ind, al aucl iénd a la v:‘
reguladora de! CYPIA fi iendo la induccién de la protet

La unién del bidtico al P Ah bién se ia a la iniciacién de Ia

da de la p i C, lo cual desencadena la proliferacion celular debido a la

interaccién con ¢l receptor del factor de crecimi pidérmico.”? La induccion del

CYPIA1L do a la ivaciéon de la da dc la p i i C yen a la

evolucion del tumor y la hiperplasia.
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La isoenzima CYP1A2 se exp ituti - que el CYPIAI es

induciblc en el higado dec Ia rata®®; dicha expresion puede tener variaciones

d i de la especi imal que se trate. La conservacion evolutiva observada en la

subfamilia 1A sugiere que este CYP desempefia un papel importante en ¢l metabolismo de

carcinég i U Los dos miembros de la subfamilia 1A P una alta
similitud en su estructura primana, al igual que en sus propiedades fisicoquimi pero
pueden diferenciarse claramente en cuanto a la especificidad por el . Por ejemplo, el
benzo[a]pireno (B[a)P) es un sustrato para el CYPlAl, i que lIa fel 1a
aflatoxina B, y los prodi de la pir6lisis de ali y pr son para ¢l

CYP1A23% 3%.36

El CYPI1 A1 no sélo se ind enelh do, sino bién en el rifion y el pulmon, en

donde su polimorfismo ético sc¢ ha imdo con ¢k pul ya que esta enzima
participa cn el bolismo de p pr en cl humo del tabaco como lo es el
Bfa]P. De igual manera, esta isoformma es inducible principal por hidr t

aromaticos policiclicos (HPA), por una dicta rica en lipidos y por estrés oxidante. Por su

parte la isoforma 1A2 estaA invol da en el boli id de i b ichi

y i aromati P en ali como idos y en sab El

CYP1A2 es lusivo del higado y es inducible por i 5 el 3-
ilcol yla ftofl , entre otros. El CYPIA2 bién esth i b do en

la activacion del humo del cigarrillo, en el boli: de P que pueden llegar a

producir céncer ocupacional y en la i ion de i i utilizadas en la

ag'icnlmrl.zs' 2728
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La presencia de esta subfamilia ha sido reportada en organismos no mamiferos

27,28

peces, i y aves,

como le

SUBFAMILIA 2B

La subfamilia 2B esta fc da por 8 miembros inducibles por el fenobarbital y

otros p bidti La isof« que mas s¢ expresa en humanos es la 2B6,

equivalente a la 2B1 de rata entre las cuales existe una similitud del 78%.2°

La subfamilia 2B posee una pobre especificidad por el en P ion con
todas las otras isoformas de P450, pero pucde [i; la oxidacion de una lia variedad
de xenobibdti Los p que son de csta subfamilia son
globulares y principal partici en la & ion de las q! bid:
partici en la for ion de radical libres. Se¢ comocen muy pocos mecanismos

involucrados en su regulacion, ya que ésta es compleja aunque se sabe que es

1 30

princip a nivel ipci

E! CYP2B1 es aitamente inducible en higado por el fenobarbital. En pulmén y

testiculo ¢s constitutiva y participa cn el boli: doge de ia ona; adems
interviene en la for i6on de 1a 4-[(: ibni ina-1(3 pinidil)-1-butanona] (NNK) que
es un componente del tabaco, el cual esta i 1 do en el & lio de en estos
Organos.
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Por otro lado, el CYP2B2 sc P ituti en higado y es
derad inducible por el fenobarbital por medio de la activacio: ipcional de

. PUSI ek

esta p en yYp

los genes,>*

Los compuestos de baja lipofilicidad y vida media corta en pl: son

como pobres inductores de los CYP’s 2B1/2. Entre las ias que ind esta famili

de i se far como: fenobarbital, barbituricos, succinimidas,

& - 9 hal. 4.

clotri ), b y y pesti L)

diclorodifeniltricloroetano  (DDT), bifenilos policlorados (PCB) y 1.4-bis[2-(3.5-

dicloropiridiloxi)]benceno (TCPOBOP).

La variedad de i que den inhibir la expresion de esta i
es amplia, entre elios pod i el cl fenicol y varios de sus derivados, el
clotril 1. ¥ los N-bencimidazoles entre otros. El hecho de que muchos inductores del
CYP2B son bién inhibidores y/o >s del P450 da mis fuerza a la hipdtesis que

que la induccion del CYP2B es consecuencia de la unién de ligandos al sitio activo

del P450>1: 32

Hasta la fecha no se¢ sabe hasta que punto la expresién de esta familia es
iva o inducible. El CYP2BI1 sc exp ituti en pulméd ticul
glandulas adrenales y en ci i del bro, y su ind i6n con fenobarbital se
detecta en higado, i i delgado y i especificas del cerebro.
17
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La expresion constitutiva del CYP2B2 ha sido d da en higado y en alg
regi del b La induccion del CYP2B2 por fenobarbital sc ha detectado
principah en higado y en gléndul " PO

Entre los p! in6 ¥ LOXN que pueden ser bolizados por este grupo de

se la ciclofosfamida, el 6 i iceno, la N-ni ilbutilamina, fa

fnay el b .
La i i6n del fenobarbital con otros farmacos ha sido objeto de estudio, de lo

cual se ha podido concluir entre otras cosas, que la interacciéon de este farmaco con

anticoagulantes orales como la warfarina provoca una disminucion de los niveles del

en pk de i que simuld estén ibiend pi.

anticonvulsivas 343>

Entre los CYP2B! y CYP2B2 existe una homologia del 97%. A pesar de esto, las
dad &fi y el ¢ i son disti ibles ya que su regulacion y su

propi

expresién son diferentes.

SUBFAMILIA 2E
El CYP2E1 1i la acti i6n de pr inG y P i como la N-
nitrosodimetilamina, anilinas, hidrocarburos loradk y f d b y
alquilformaminas®®. Ademas, participa en el boli de ci ias como son ¢l
N 18
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1~mhel . P 1 y- 3 e, i J37.su' 7 v ién en

el boli: se refleja en la for i6n de i dios que j un papel
importantc en la necrosis; a su vez, esia actividad puede i por alt ion de
estados fisiologicos, en ayuno prolongado, dictas ricas en lipidos y por P tales
como las y las i iazid. Esta i llega a participar en la g i6n de

radicales libres tales como el radical superoxido y el peréxido de hidrégeno.

hioad

El CYP2E] se exp ituti en una mayor acién en

que en otros tejidos, ya que la expresion tejido-especifica estd mis enfocada a funciones

endogenas; este CYP es fuertemente inducido por el etanol. También se ha do en

ovario, 10,

ifion y se expresa en muy pocas idades en nasal®® pul

intestine delgado*®, colon*' y cordén umbitlical*?, entre otros. La cxpresion hepitica de esta

esta fuer infli iada por factores nutricionales como la ingesta clevada
de grasa, con dicta baja en proteina y ademis sc en fe dad
linodependi Las dici quc afi la circulacion de los lipid do al
estado nutricional, estin iadas con ¢l de los niveles de cetonas en circulacion,
las cual como indy fisiologicos del CYP2E1.*> ¢
Esta i ima p una h logia del 75% y 78% coun relacion a la secuencia
de inodcidos y ledtidos entre rata y h Ppecti lo cual se puede

traducir en una importante funcién endégena de estas enzimas.

La expresion del CYP2E! puode ser regulada por varios xenobidticos y muchos de

ellos son que ind su propio bolismo, como es el caso de la acctona, el
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etanol y las izoniazidas, entre otros. El y los i una

excepcion puesto que el primero es sustrato del CYP2E], pero no induce sus niveles de

it

xp 5 mi que el

4.

posec la idad de induccién, pero no son sustratos.
Después del higado, Ia mayor expresion de CYP2E1 posteric de la induccion con

ctanol y ancstésicos, s el rifién y la mucosa nasal.****

El CYP2E1 li el boli de de muy diversa estructura

quimica que cuentan con la caracteristica general de poseer un peso molecular bajo entre

los \! se Icohol Idehid. 11 hidrocarburos aromdticos y
hal d é hal c y np azo, entre otros. En
a los dé pod! citar los prod de la lipop idacién y

cuerpos ceténicos.

Por otra parte, la toxicidad asociada a CYP2E]1 invoh Ia prod: ion de radical

libres. La induccion de los radicales libres de oxigeno es fundamental para la capacidad que
tiene el CYP2E1 de iniciar la lipop idacion dependi de NADPH* ¢n membranus
reconstituidas. Su modo de lacion es plej incluyendo cventos tanto
transcripcionales como postrancripci I El gen CYP2E! presenta polimorfismo que s

ha llegado a asociar con céncer de pulmén en la poblacion jap

SUBFAMILIA 3A:

De todos los CYP’s descritos a la fecha la isoforma 3A4 es la que se expresa a
mayor acion en higado de h dultos. 47, ** S¢ exp! en bajas cantidades en
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rifion, duodeno, yeyuno, ileon, colon, esdfago y 6 Al tres i son
constituyentes de esta familia CYP3A4, CYP3AS y CYP3A?.

El CYP3A4 y CYP3AS parten propiedads isti Y i un papel

importante en ¢! metabolismo, tantc de di lini: o como de

iné como la afl ina B, y el B{a]P. Esta subfamilia es capaz de oxidar sustratos

de pesos lecul por i de 300 dal al igual que sustratos altamente
lipofilicos. Entre las i de oxidacion que li se incluye la deshid e

la N-deslquilacién, la Hfoxidacion y la epoxidacio las V| ocurren a través de

diferentes mecanismos.*®

El CYP3A s diador de la idacion de h 1o cual rep
una via de desi icaci Al de los i anti-cé son ivados por
CYP3A a bolitos citotdxicos fa fogi activos; por lo tanto, sc ha sugerido
que el incremento de los niveles de CYP3A en i con cén podria i la
eficiencia terapéutica de los medi i Lhsi

El i cn la expresion de esta ima depende en parte del tipo de alimento

que sc consuma. Los genes CYP3A, al igual que los del CYPIA y CYP2B, son fuertemente

inducibles en p a bioti en mamiferos. Al de los indt mis
idos de estas familias son: clotri 1, d rb Pil eril
fenobarbital y rifamp
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El hecho de que ¢l gen CYP3A4 sea inducible por d

ugiere que este
gen forma parte de una bateria de genes que ticne | icoid

P agl

H

Se ha reportado una alta variacion i individual en Ia

presion de los CYP's 3A.
Parte de esta variabilidad puede ser explicada por el polimorfismo de! CYP3AS, que ha

sido demostrado in vivo mediante mediciones de la variacidn en ¢l metabolismo de

< Faddin Y lacidn h

P en p Este polimorfismo esti también demostrado por ¢l hecho

de que solo cerca del 20% de la poblacion | normal exp el CYP3AS en higado.”"
52
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ANTECEDENTES

Los seres h b a y fisicos
como bién a las radiaci das en las dreas médi 1ini industriales y de
i6 demas de ci aditivos dos en los ali olap ia en dich
i de P d du su pr i Ortros biGti que
den ser i dos son los plaguicidas y los far

La importancia de los estudios mutagénicos radica en el conocimiento que se tiene

acerca de una amplia variedad de bi les que i v di; con ¢l

DNA produciendo cambios hereditarios. Al respecto, una de las inquictudes mas

de i igadores que lab en esta drea del conocimiento, ha sido el disefiar pruebas para
la 1 ién del p ial oxi de los diferentes compuestos quimicos, ya que

a cllos, tanto en el aire, en ¢l agua y cu los alimentos que

consumimos.

En este sentido, ia prucba de Ames fue disefiada como una hetramienta para dicho

a una ién en ¢l op de

I

andlisis. En la que se usan bacterias que estan
histidina (his?), lo que les confiere la propiedad de no poder crecer en medios carentes de

este aminoacido, a diferencia de la cepa sil que si se d lla en dios de cult
que no lo contengan.. Por lo tanto, las b ia his" que b su fe ipo his” por la
ion de un éni den ser selecck das en dios defici en el

aminoacido.
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Desde su propucsta formal a mediados de los 70 la prucba de Ames ha sido

ida a modificaci dicionak Una de cllas fue debida al becho de que muchos

[ requi ser bolizados o bi fe dos por i para licgar a

producir mutaciones?® Estas i solo se en si boti de

cucariontes superiores, y la bacteria S. hyphi iun Do con dich

metabdlicos. Por lo tanto, en la prucba de Ames se i dujo la utilizacién de

h izados dec higado de feros (fraccion S9) para proporcionar las condiciones

boli in vitro requeridas por al P quimi Para estc fin se usan

higados de ratas jo previ tratadas con ind es de los CYP's necesarios para
el bolismo de bioticos (CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2E1 y CYP3A).

Esta prucba juega un papel importante en ¢l nuevo desarrollo de medicamentos para
uso en humanos. La prucba de Ames es ampliamente usada como un método in vitro rapido

y simple para d la icidad y posibl i icidad de una lia variedad

de compuestos quimicos®®,

Muchos procarciné i i hasta ser £ do por

a i 1 filicas de unirse covalentemente al DNA produciéndose la

mutacién®*,

Los ind son ins requeridas para i Ia ion de

que partici en el boli de 6 Debido a que Ia
ilizacion de los h izados de higad qui t del empleo de
inductores, su uso pk varios probl Unos de los np mahs dos en la
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induccion de los CYP's es ¢l Aroclor 1254, (bifenilos-policlorados PCB) y la combinacion
del fenobarbital/f-nafiofl *(FB/B-NF).

q A i PO TR "

F los i son ias que #do a sus pr P

representar un riesgo toxico para el humano y otras especies®®

La naturaleza precisa y el grado de efecto téxico producido por los diferentes

ind eS8 i i dependen de diversos factores en los que se puede incluir la especie,

1a cepa, el estado fisiopatolégico, el nivel de exposicion o la dosis de induccion; ademis del

tipo de P450 que se encuentra involucrado.

El Aroclor 1254 es un compuesto quimico usado ¢n pr industriales debido a
que p isticas particul como la de tener baja conductividad eléctrica y
soportar altas P por prol dos periodos de tiempo. Se usa principalmente en
la industria eléctrica y en si de enfriami asi como en el sellado de maderas y

superficies de cemento. Algunas veces se emplean en los fluidos durante la preparacion de

idas ! siendo éste un P muy ivo tanto para ¢l ambicnte como para el
petsonal que lo ja. En dios realizados con animales que han sido tratados con
Aroclor, se ha d do que este p pucde cruzar la barrera placentaria y es
excretado en la leche materna; ademds, cs capaz de produci b y
nacimicnto de crias con hiperq € hiperpi ion3S: 57 58 39. S0 £} Aroclor 1254
es un ind fectivo de las i i de CYP invol das con el bolismo de
wvarias sustancias capaces dec llegar a ser i éni o i Sin bargo, se¢ ha
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Arria S8

restringido su comercializacion por ser un p 1] toxico y inogs
Ademas de que puede prob} bi les *° por ser un compuesto muy estable,
es i a la oxidacién y su inactivaciéon s6lo se logra di; ia inci ion de

. 6!
tercer nivel.®!

Decbido a las propiedades nocivas del Aroclor1254 algunos investigadores se

interesaron en buscar compuestos para ser usados como inductores alternos, entre los cuales

cabe mencionar la mezcla del FB/B-NF. ®' Con dicha la se han realizado diversos
trabajos de inve ion en los les se ha explorado el i y la eficiencia de
induccion de las i del CYP. En algunos de estos trabajos como los lizados por

Guenguerich ¢ al ?°, Garcia-Franco er al *’Callander et al * y, se hicicron estudios

[ i de icidad con fri ion S9 idas de higado de imal o
con dife indi Amaticos, do que esta la es un ind fici
de los CYP que particip en el boli de biot como ¢l CYPlIA12 y el
CYP2B1/2. Sin embargo, dicha la no indi fici el CYP2EIL, cl cual
biotransforma xenobidticos importantes como lo son las ni i y alg

di y ésico: Por otra parte, ¢l fenobardbital ¢s un medicamento
estrictamente controlado por las autoridades itarias y su adquisicion es dificil.

Por lo tanto, fue i és pl una al iva para la induccion de los

CYP’s invol dos en la bi £ ion de bioti con propicdad ¢ni
Esta al iva estd ituida por la bi ion de cicloh 1 (CH) y albendazol

(ALB) en dosis adecuadas, ya que ¢l primero se ha demostrado que induce el CYP2ElL y
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CYP2B, mi que el do tiene la propicdad de la expresion del CYPIA

en rocdores®® &3 &4,

El CH es un disolvente usado en el procesamiento de lacas, pinturas, una gran

variedad de removedores y ceras, y bién ¢s un prod i dio en la fabri ion de
plasticos y de otros prodi i Este alcohol ciclico es capaz de modificar el

metabolismo en los mamiferos, al igual que otros disolventes industrisles como la

icloh y el cicloh ya que segun el dio realizado por Brond: etal® | la
exposicion de ratas a la cicloh indi un incr en el ido de CYP
hepitico®® Este disol ha sido probado para induci i del PASO entre las cuales

se encuentran las subfamilias de los CYP's 2E y 2B.%%%?

Por su parte, el albendazol (ABZ) es un ihel! ico de i P derivado
de los b imidazol, pli usado tanto en la medicina vetcrinaria como en la
h 3* Este di es i en el i de isti is “ ¢
infecciones por dscaris, entre otras. Los pasos para su bi io QUi de una

sulfoxidacion inicial llevada a cabo por la FMO y el citocromo P450 (CYP3A)
produci¢éndose asi sulféxido de albendazol (ABZSO) 7 y una segunda sulfoxidacién
llevada a cabo por el CYPIAL, dando como resultado final la sulfona de albendazol

(ABZSO»). **

De estos dos metabolitos resultantes, el ABZSO cs al que sc le confiere la capacidad

de ser ihel i demss de ser embri ico en ratas, mientras que ¢l ABZSO; no

presenta toxicidad. *° Estudios previos acerca de las propiedades de induccion de los CYP’s
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por el ABZ revelan que la administracion de este medicamento por via oral a una dosis de

10 mg/Kg de peso por 10 dias incr la ividad litica y la ion de
proteinas del CYP 1A1 7 adems4s de i ia de los CYP's2B1/2 y 2E1.
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HIPOTESIS

El tratamiento simultineo de ratas con albendazol y cicloh | ind las subfanilias
JIA, 2B y 2E involucradas en el boli hepético  de biot
mutagénicos.
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OBJETIVOS

Geaersl:

- Valorar el uso de la de albendazol y el ciclol 1 como ind del

CYP hepitico en roedores.

- Tratar grupos de animales con Aroclor, FB/-bNF y CH/AB y obtener las fracciones

pc H drial y mi 1 de higad
~ Medir la ion y ividad del CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2El>l y CYP3A
hepaticos.

- Comparar la p ia de induccion de los diferentes tratamienxos.

~ Evaluar la capacidad de las dife fracci p i driales para

mutdgenos en la prucba de Amcs
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MATERIALES Y METODOS:

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de peso corporal entre 200 y 250

& con las les sc tro grupos de tratamiento (4 animales por grupo), el
primero con les que se con A jor 1254, el do con fenobarbital’p
naftoflavona (FB/B-NF), el con albendazol/cicloh 1 (ALB/CH) y el ultimo

correspondié al testigo al cual se le aplicé tres dosis de accite de maiz.

El de i con Aroclor consisti6 de una sola inyeccion

intraperitoneal a dosis de 500 mg/Kg de peso corporal y ¢! sacrificio se efectiio 5 dias

después de la aplicacion. 2 7' El FB se administré a dosis de 60 mg/kg los dias 1, 2y 3 y 30
mg/kg de peso el dia 4 y la -nafioflavona se le aplico a los mismos animales a dosis de 80

mg/kg de peso al tercer dia de tratamiento y el sacrificio se efectué al dia 5. ©'

El esquema de tratamiento con ALB/CH fue administrar CH en ¢l agua de bebida
(2.5% v/v) at libitum durante 4 dias, al cabo de los cuales se sacrificaron los animales * y

ALB a dosis de 50 mg/kg de peso a los mismos animales 24 horas antes del sacrificio.* El

Aroclor, el FB/B-NF y el ALB sc apli intraperi k y fu pendidas en

aceite de maiz. El sacrificio de los animales se hizo por dislocaciéon cervical y sc les extrajo

¢! higado, el cual se homogencizé y de alli se ob i ias fracci P i drial
(S9) y mi dmi Con la fr: ion S9 se hici Y de icidad segun el
método de Maron y Ames ** y con la fraccio i 6mica se b prucbas de
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d i6n con pos policional tra CYP1A, CYP2B y CYP2E!1”2, de
cuantificacion de citocromo P450 total”® y de actividad imitica (O-desalquilacion de
alkoxi-resorufinas  (AROD)™* ¢ hidoroxilacién de 4-nitrofencl. La determinacion de

proteinas sélo se realizé en la fraccién microsémica y se hizo segin el método de

Bradford”® utilizando albimina bovina para clab la curva pai
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PREPARACION DE LAS FRACCIONES S9 Y MICROSOMICA.

fraccion S9 fuc preparada siguiendo ¢l método de Maron y Ames (1983).7° Los animales
se sacrificaron por dislocacién cervical y, ripid se Jes ajo el higado. Los
higados de cada grupo de animales se cortaron en peqt porci yseh i
en KCI (150 mM) a una proporciéon de 3 ml/g de peso de higado. Después se ifugd a
9000 g por 10 mi y el sob d. (S59) 3c ak 6 en ali de 2 ml a -70 °C
hasta que fueron usadas; €l resto se procesd para la ob ion de mi centri d
a 100000 g por 60 minutos al cabo de los cuales el botén se pendié en un vol
igual al inicial con un i dor de fosf: de p io 100 mM pH 7.4 y se centrifugo
de puevo bajo las mismas condiciones. El boton final fue pendido en un iguad

de fosfato de potasio pH 7.4, EDTA | mM, DTT ImM y 20% de glicerol, se hicieron

1 I andose a-70°C.
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ENSAYOS DE MUTAGENICIDAD

Estos ensayos se realizaron con ¢l fin de 1i 1a capacidad de la fraccion S9 para

activar promutdégenos de los cuales se conoce que son metabolizados por enzimas
especificas del CYP. Los p 4 lizad fueron benzola)pireno, 3-

metilcolantreno  (CYP1Al), 2 aminofluoreno (CYP1A2), N-nittosodipropilamina
(CYP2B2), ciclofosfamida (CYP2B) N-nitrosopirrolidina (CYP2E]) N-nitosodimetilamina

(CYP2EIL). La idad de ivacion se ificé en términos del niunero de colonias

3

de Sali la typh ium inducida por la i6on de los bolitos g

por una isoenzima especifica de CYP.

Las cepas de Sal lla typh fum que sc usaron para estas prucbas de

mutagénesis fueron la TA1535, TA98 y TA100, las cuales fueron donadas por el Dr. BN.
Ames de la Universidad de California en Berkeley, C.A, USA.

La cepa TA1535 & la icidad de 1a ciclofosfamids; la TA98 se usé6 pars
identificarr 1a icidad de b {a]pireno y 2 inofl yla icidad del
3 ilcol . Neni dipropilani la  N-nitrosopirrolidina y la  N-
nitr di ilamina se d mediante el uso de la cepa TA100.

A un tubo estéril con 2 mi de agar de superficie a 45°C ¢ lc agregé 0.1 ml de un
cultivo de 16 horas de las cepas TA98, TA100 6 TA1535 de S. ophimurium; 0.1 ml de la
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lucién del en dife i y 0.5 ml de la mezcla S9 (10 6 30%

de 1a fraccion S9, MgCl; 8 mM, KCI 33 mM, NADP 4 mM, glucosa-6-fosfato SmM y
amortiguador de fosfatos 100 mM a pH 7.4). La mezcla se¢ vacio en cajas Petri con medio
minimo de Vogel-Bonner. La incubaci se lizé, o és de que las cajas se

solidificaron, a una temperatura de 37°C por un periodo de 48 horas, al cabo de las cuales

se contd el numero de revertantes.

En los experi con las nif i se realizé6 una modificacion que consistié

en preincubar durante 60 minutos la mezcla de reaccion, antes de ser incorporada al medio

minimo. La incubacién se Hevé a cabo en un i dor de fosfs conun pH6.5.

La idad de coloni en las cajas se contd una vez terminado ¢l periodo
de incubacion. Después de gr el nb de revertantes por cada una de las
cc iones del A se determind la di ia cual rep la p

mutagénica, y se expresd como el nimnero de mutantes por ug de muthgeno.
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DETERMINACION DEL CITOCROMO P4S0 TOTAL:

Se realizé segin 1a metodologia de Omura y Sato 7* el cual se basa en Ia reduccién
del Fe™™ con ditionita de sodio y su posterior unién al mondxido de carbono, que provoca

la i6n de un oforo d bl P i a una longitud de onda
de 450 nm. Se diluyeron los micr con la solucién amort;; dora de Tris-HC} 0.1 M
vy glicerol al 20% pH 7.4, para tener una i6n de p ina de 1-2 mg/ml en un

volumen total de S ml, se agregé una pizca de ditionita de sodio. Se tomaron 2.5 ml de esta
solucién para ser usada como blanco, los otros 2.5 ml se burbujearon con CO durante 30
dos y el pi \ sc leyd en un intervalo de longitudes de onda de 400 nm

a 500 nm.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Estas prucbas se basan en la conversién a un metabolito cuantificable de un sustrato
especifico para cada tipo de cif Las ividad luadas fi Ia desalquilacié

de ctoxi-resormufina, (EROD) especifica para ¢l CYP1A1l, metoxi-resomufina (MROD)
especifica para CYP1A2, pentoxi-resotrufina (PROD) especifica para CYP2B! y benziloxi-
resorrufina (BROD) especifica para 2B2, la hidroxilacién del 4-nitrofenol a 4-nitrocatecol

que es especifica para el CYP2EL, la d ilacion de la eritromicina a formaldeihido que

es especifica para CYP3A. Las reacciones para cada determinaciéon se realizaron de la

siguiente manera:

En una celda para fluorometria se 16 una soluciéon amorti d de tris-HCl
50 mM y MgCl; 25 mM a pH 7.6 (1.91-1.94 ml) cl sustrato especifico (10-40 ui) (la alcoxi-
resofrufina correspondientc para cada CYP)” ™ 72 disuehto en dimetilsulfoxido (DMSO)
asi: EROD 50 uM, MROD 0.5 mM, PROD 1.0 mM y BROD 1.0 mM, mis ia suspension

microsémica (10-40 ul). La la se incubd d tres mi a 37°C. Postenionmente

se inicibé la reaccién con la adicién de NADPH 500 uM (20 ul de una solucién 50 mM en
amortiguador) en un vol final de ion de 2 ml. La cinética de aparicién de
resorrufina fue juada d tres mi a 37°C cap do | cada 15 segundos

en un fluorémetro marca Tumer modelo 450. La medicion sc realizé en una longitud de

onda de excitacién de 520 nm y una longitud de onda de emision de 585 nm.
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Para estos ensayos se realizd una curva de calibracion de resorrufina en donde se
evaluaron las sigui i 0, 5, 10, 25 30 100 250 y 500 pmoles/ml. Los

resultados de actividad se expresan en pmoles de resommufina/min/mg de proteina.

Para la determinacion de CYP2EL se Juo ia ividad de hidroxil de p-nitrofenot

(HPNF). * Para ello s¢ prepar6 una ia de ion que ia S0 pl de micr
¥ 930 pl de una solucién amortiguadora de Tris-HCI 50 mM, MgCl; 25 mM y p-nitrofenol

0.2 mM a pH 7.4. La mezcla se incub6 a 37°C por 3 minutos y Ia reaccién se inicié con 1a

adicién de 20 puil de NADPH 50 mM en amorti, dor. De cada se corrié un blanco

al cual no se le afiladio NADPH. Dk de 10 mi de incubacion a 37°C, la i6

se detuvo al agregar 500 ul de HCLO. 0.6 N. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm

durante 5 minutos, se tom¢ 1 ml de sobrenadante, al cual se le afiadié 100 ul de NaOH 10

N. Las muestras se centrifugaron a i locidad en una mi trifuga d 10
minutos. Se leyd 1a absorbancia del sobr d a una longitud de onda de 510 nm. Se
elabord una curva de calibracion con S, 10, 25, 50 1 de p-ni 1 que es el
prod de la hidroxilacion del p-ni 1. Los hados de la actividad se expresan en

nmoles de p-nitrocatecol/min/mg de proteina.

La determinacion del CYP3A se Jué medi ct método de Alexidis et al *',
basado en la N-d ilacion de la eri icina (END) en la cual se mide I3 produccién de
formaldehido. La la de ién (1 ml de voh final) eri icina 10mM,
2 mg de proteina microsémica, MgCl; 150 mM (disuehto en amorti, dor) y iguad




(K:HPO. 50 mM pH 7.25). Esta la sc preincubd a 37°C & 3 mis la

se inici6 con la adicion de NADPH 10mM (disuelto en una solucién de bi de

sodic al 1%), la incubacion siguié ¢ otros 10 mii La ion sc con la

adicion 0.5 ml de acido tricloroacético al 12.5%. Las muestras se centrifugaron a 5600 rpm
durante 10 minutos. Se recuperé 1 ml de sobrenadante al cual se le agregé 1 ml de reactivo
de NASH * (acctato de amonio 2 M, écido acético 0.05 M y acetil acetona 0.02M). Esta

fa se incubd a 50°C d un periodo de 30 minutos. La lectura se hizo en

o

a una longitud de onda de 412 nm. Se claboré una curva de calibracién

con 0, 2.8,3.7,47,56,66y 7.5 les de formaldehido, el cual es el producto de la

d ilacion de la eritromici Los datos se reportan en les de f« tdehido/min/mg
de proteina.

Todas las d inaci de las actividad imé&ti f e por
triplicado.
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DETERMINACION INMUNOESPECIFICA DEL CYP:

Estos se hici utilizando 1a fraccién microsémi di la técnica de

Y

Western blot.”?

Se hizo una ion de p en un gel de poliacri ida en pr ia de

SDS a p bi El gel dor sc reali6 con un 4% de¢ acrilamida,
que el dor sc prepart al 7.5% de acrilamida y 0.3% dec bisacrilamida. Se

locéd 1ug de p microsémica en cada carril ¥ 1a clectroforésis sc cormrié a 200 voltios
por 30 mil a p bi E! amortiguador fué Tris-HC] 0.05 M, glicina 0.38

M y dodecilsulfato de sodio al 0.1%, a un pH 8.3.

Para la inmunodeteccion se utilizaron i pos p 1 i CYP1A1/2,

CYP2B1/2 y CYP2EI] de rata, desamollados en cabra, de DAIICHI Pure Chemical Co.

LTD, Tokico Japén. El d i po ( lonal) fuc un anti IgG de cabra
desarrollado en conejo, de Zymed Laboratories, INC. Se como igos positi:
hepdticos de ratas tratadas con ind i con especificidad para

incrementar la actividad enzimatica de los CYP's, estos fucron 3-metilcolantreno (1A1),
fenobarbital (2B), QRE) y d (3A) (DAIICHI pure chemical Co. LTD,

Tokyo, Japon). Al igual que las determinaciones de CYP total y las actividades enzimisticas,

las evaluaciones se hicieron en forma individual.
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RESULTADOS:

Las deter

ione:

inducidas con difcrentes t

q

sc

en la tabla I

dc las fraccioncs hepaticas (microsémica) dc ratas

[ TABLA I Actividad cn micr hepaticos de rata Wistar ]
Actividad |testigos ABZ/CH Aroclor PB/B-NF
CYP" 0.549 0,055 0.480 (8724) “+0.072 |2 871 (468%) + 0.41 0.669 (122%) .0.078
EROD® 2493 %3 549.98(2206%) £ 26 | 4572.1(18340%) +.179.6 | 4046.59(16232%):190
MROD ® 25.41 1,81 250.99(988%):12.98 | 1407.09(5537°6)£295.5 | 479.4 (1887%6)+.95.43
PROD® 74x+38 86.3 (11662%)+.6.3 | 418 (5649%)+.105.3 1068.36(14437%):116
BROD ® 33.14 2.£.925 ) 473.96(1430%6)=.114 | 3611.32(10897%)+.406 | 9260.54(27944%)659.7
4-NPH *© 0.6 0.1 2.45 (408%6)+:.0.31 1.4 (233%)+.03 0.9 (150%)+.0.23
END ° 1.92 =.0.079 1.82 (9_;;%)&.0‘65 1.95 (101%)+.0.18 2.25 (117%)+.0.34
* Concentracion de CYP total ¢n nnvimng.

b

ics de 4-nitrc

pmolcs de resorrufina/mg protcina/min.
I/mg protcina/min,

nmolcs de formaldchido/mg protcina/min.
€ Los valorcs ¢n ¢l paréntesis son ¢l % variacién con relacién al testigo.
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DETERMINACION DEL CITOCROMO P4%0 TOTAL

El citocromo P450 total sc indujo por cl Aroclor 1254 (468%) respecto al testigo,

micntras que cl tratamicnto con ¢! FB/B-NF sélo se elevé 122% por encima del testigo y

con la combinacién de ALB/CH, provocd una reduccion de un 13% con relacién al testigo.

3.5 -
3 4
2.5
2 4

1.5

nmoles de CYP/mg de proteina

Fig. { DETERMINACION DE CYP TOTAL

.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad im4tica se en las fi dela2ala7yenlatabla t. El
CYPi1Al (EROD, figura 2) se elevé significati en los mi de ratas d.
con Aroclor y FB/B-NF (183 y 162 veces ¢l i pecti ), los
hepiticos inducidos con ALB/CH bi on un i significativo (22 veces
respecto al testigo).

La indi i6n con la bi i6n de FB/B-NF fue de 2.5 veces por encima de las

tratadas con A lor en lo que resp a PROD (Fig 4) y a BROD (Fig 5), esto
parado con el igo. Mientras que la actividad de MROD (Fig 3) de las muestras

hepaticas tratadas con Aroclor fue 3 veces mis efectiva que 1a combinacion de FB/B-NF

(Tab 1).Por otro lado, la combinacion de ALB/CH indujo la actividad de EROD 22 veces

por arriba del igo y en alas ividades de MROD, PROD y BROD este régimen
de induccion alcanzé a estar 10 veces por encima de los valores observados en los

control, siendo este de i el efectivo de todos los

probados. Sin embargo, una alta induccién en la actividad de la subfamilia 2E1 (4-NPH)

(Fig 6) fue obtenida con ¢l régil de induccion de ALB/CH (408% del testigo) (Tab 1)

ida por las k idas de animal dos con Aroclor y FB/-NF (233% y
150% del control, respecti ). La actividad de CYP3A (END) (Fig 7) no fue inducida
por ni de los tres regfi de induccion (Tab.1).
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ENSAYOS DE MUTAGENESIS

Los lead, t idos se enlas tablas Il y Il y en las figuras de Ia 8 a
la 14; estos datos que las fracci S9 de animak dos con los tres distintos
de ind ion son cap de activar pr 4 ind en la prucba de

Ames. Los mutagenos que fueron escogidos para ser evaluados son: Bfa]P (figura 8) y 3-
MC (figura 9) los cuales son metabolizados por el CYP1Al, 2-AF metabolizado por
CYP1A2, la N-NDPA por ¢l CYP2B, la NPYR, y ia N-NDMA ambos activados por el
CYP2E] y finalmente la CP por ¢l CYP2B y el CYP3A.

En el analisis que sc puede hacer de las prucbas de mutagenicidad a la cual

SC id los dife S9 se pucde observar que los animales wratados con
Aroclor y FB/B-NF activaron el Bfa]P (Fig 8) dc un imilar produciendo 17 y 12
revertantes por microgramo (rev/ug), respecti con lacion al S9 testigo que

provoco 3 rev/ug (Tab 1l y III). Adicionalmente, los S9 de Aroclor y FB/B-NF elevaron 13

y 8 veces la potencia mutagénica de 3-MC (Fig 9) con relacién al S9 obtenido dec ratas

testigo (Tab 1 y III). El S9 de animales tratados con ALB/CH también activé los dos

P no con la

i, . N "

2 veces la

potencia mutageénica del el Bla]P y 5 veces la del 3-MC respecto al S9 testigo. ElI 2-AF (Fig
10) fue el unico mutageno activado por ¢! S9 testigo. En presencia de los $9 obtenidos de

los animales tratados con FBP-NF, Aroclor y ALB/CH, la i on de este se

aumentd casi 2 veces sobre el testigo.
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La N-NDPA (Fig 11) p un 1 de acti i do por el S9 de

animales tratados con FB/B-NF (1.48 rev/ug. ver Tab IIl), seguids por S9 de Aroclor (0.83

rev/ug Tab 1II), y por dlti ¢l S9 de animales inducidos con Ia la de ALB/CH (0.58

rev/ug Tab II), los les estin innad, 10 veces por encima del S9 testigo que

ap

presentd 0.05 rev/ug.

En cuanto a la NPYR (Fig.12), que ¢s metabolizada por la subfamilia 2E1, se
observéd que solo se activé cuando se usd S9 de animales tratados con ALB/CH (8 rev/ug).

Los S9 de Aroclor y FBR-NF fueron incapaces de duplicar la reversion espontinea de la

cepa TA100 usada en ¢l experimento (Tab IT). La NNNDMA bién cs bolizada por la
subfamilia 2E1, por lo tanto el méximo nimero de revertantes por ug fue obtenido por el
S9 dc animales tratados con ALB/CH (323 rev/ug), y el comportamiento de los S9°’s de

Aroclor y FB/B-NF tuvicron una actividad muy pobre con relacion al testigo.

Con la CP (figural4), el mayor niumero de revertantes por ug se obtuvo con los S9
de Aroclor (0.49 rev/jig) y FB/B-NF (0.46 rev/ug) y en menor grado los S9 inducidos con

ALB/CH (0.16 Tab 11I).
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TABLA il ACTIVIDAD MUTAGENICA EN S 7YPHIMURIUM DE MUTAGENOS
ACTIVADOS CON S9°'S DE RATAS TRATADAS CON AROCLOR, FB/B-NF Y

ALB/CH
.COMPUESTO DOSIS (jig/cajs) TESTIGO AROCLOR FENOBARBITAL-3- CYCLOHEXANCOL/AL
NAFTOFLAVONA BENDAZOL

BlajP o 3333 :a.1 3033 t6_3 39ta.3 4633 £2
25 3933 24.7 27633 £35.% 173672150 13 26,7
so $6.6720.5 31367 9 101195 139213
7.5 6724 27233 12a.3 1M120.9 12867212 6
10 6933 £11 .3 268126.5 14117.3 13667127.7
roviug® s 17.28 1261 781

3-MC ] 2120 145.9 16.7109.9 1570 16.7 1390 242
oS 1920 t66.6 153.7£34.1 199.7+54.5 2040 2£26,2
to 1690 234.5 179.7:31.% 1800:41.9 1860221
23 2230 £33 2770173 EL E RSP IRY 3993 :239.3
50 2200 £33.5 B3 +29.6 5550+15.8 33 215.8
rovipg 62 s [ =N 472

2-AF o 2233 t3i.1 Wad t4.1 206:1.7 21 23
o5 96.33 £21 66 £5.2 120£4.3 119 £33.1
1o 1172383 94.67 2117 1816225.8 24133 £37.7
23 2331w 246 13065 44151797 33333273.2
S0 327 £19.15 496 1419 Y2833 £33.26 50733 £95.1
revipg sas ssen 1em25 128

N-NDPA L] 95 £12.7 7033 18.1 6T rAR.3 9117
50 9533 5.1 14867 £15.3 190.67226.7 1372332 213
100 WO 17,5 188 £37.8 25767 x15.8 201.671215.9
130 10367212.3 20933 :19.7 29667 112.2 19686719
200 1046717.5 24767 7.7 39867 257 213 226.6
revipg sess ox3 148 LE ]

NPYR o 14833 1158 14833 9 13633 r1a.6 13487 212.8
45 15433:2206.5 1952108 15333 £17 23967 246.1
9 152111.9 18233 =15.8 20967 +20.2 23467:21.5
135 1342227 106722 15857216 12733217
18 17421C0.5 19367 x14.5 190 3.4 3o/ £23.8
revipg 122 2 213 9.68

N-NDMA o 13733 :15.9  138:2.6 13933 :16-5 Nsstz.3
20 149 £21.9 13567 214 .4 15133213, 2 2086.33 +861.5
0 151218, 14133 217 16733 £14.3 4546 1634.5
=0 14933 231,35 13167 6.8 14267263 293333 2639, 2
160 14916 10:30.5 14967 £15.2 3388 £1055.6
viug (4) 034 ox3 [ %] 1te

cr o 10022 T.T2205 83:1.2 163 =9.3
100 1372 146 :43.3 1483£4 .1 4971162
250 24/.720.5 308.7:243.9 253.0:47 $0.0 220
500 $8.7=x12 36772971 4463 1:56.6 1033 :31.8
1000 723 25,1 551.0r62.0 5190164 .5 1923 £75.2
rovipg ses (2] (2 ) al6

*.Cada valor repr ¢l prc dio dc rever histidina® cncontradas ca 3 replicas de

cultivo.® Pendicente de la porcién lincal de la curva dosis respuesta.
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[ TABLA 11T :POTENCIA MUTAGENICA DE CADA PROMUTAGENO EMPLEADO EN
LAS PRUEBAS DE AMES. EVALUADA CON LOS S9 HEPATICOS OBTENIDOS DE
LOS DIFERENTES ANIMALES TRATADOS.

Bla]P 3-MC 2-AF N-NDPA [NPYR |N-NDMA |[CP
TESTIGO 3.18 6.2 58.31 0.055 1.22 0334 0.06
AROCLOR [17.25% [49.5% 95.08* | 0.83° NS 0.83* 0.49%
FB/B-NF 12.61* [82.1* 140.25% |]1.48° 2.13* 0.7%* 0.48¢
ALB/CH 7.01* 47.2¢ 91.28% | 0.58* 9.65% 110* 0.16%
*- p= < 0.001, ¥*-=No significativo
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INMUNODETECCIONES

Los patroncs dc dulacion dc reactiva de los CYP’s (1A1/2,

P

2B1/2, 2E] y 3A) estimulados por los difcrentes inductores cvaluados, muestra una

induccién por cncima de los testigo (Fig. 15).

1 2 3 4 S

A. CYPIA1/2

8. CYP2B1/2

C. CYP2E1

D. CYP3A

Fig. 15Andlisis del inmunoblot de microsomas hepiticos de ratas machos Wistar sin tratar,
v de ratas t das con albendazol/cicloh i, aroclor v fenobarbital/B-naftoflavona. Las
mucstras fucron sometidas a una clcctroforesis, lucgo transferidas a mcembranas de
nitrocclulosa. ¥ expucstas a un anticucrpo policlonal anti-rata desarrollado en cabra contra
los CYP's (A)1A1/2, (B) 2B1/2, (C) 2E1 ¥y (D) 3A. En ¢l carril 1A sc observa microsomas
que fucron tratados con 3-mctilcolantreno, cn cl carril 1B tratados con fenobarbital, en cl
carril 1C tratados con acctona y en ¢l carril 1D tratados con dexamctasona. El carril 2
corresponde a  microsomas de higados no tratados, ¢l carrii 3 a tratados con
albendazol/ciclohexanol, ¢l carril 4 a tratados con Aroclor y cn cl carril § higados de
animales tratados con fenobarbital/B-naftoflavona. En cada carril sc colocéd 1ug de proteina
microsémica.
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ANALISIS DENSITOMETRICO.

El analis densitométrico (tabla 1V) también revela que:
En el Western blot del CYP 1A 1/2 (figura 16) los higados inducidos con ALB/CH, Aroclor
y FB/NF cstan 331.5%, 3547.9% y 216.2% por encima dec los higados testigo
respectivamente, cn ¢l CYP 28B1/2 (figura 17) los higados inducidos con ALB/CH, Aroclor
y FB/NF cstin 213.9%, 265.1% y 256.2% por encima dc los higados v respectivamente, en
¢l CYP 2E1 (figura 18) los higados inducidos con ALB/CH, Aroclor y FB/NF cstan
yencl CYP 3A

123.3%, 128.8% y 177.8% por cncima de los higados v resp

(figura 19) los higados inducidos con ALB/CH Aroclor y FB/NF cstan 101.7%, 79.9% y

131% por cncima dc los higados testigo respectivamente.

TABLA IV  ANALISIS DENSITOMETRICO DE LOS INMUNOBLOTS DE
MICROSOMAS DE HIGADOS TRATADOS CON LOS DIFERENTES INDUCTORES.

TESTIGO ALB/CH AROCLOR FB/NF
CYPlAL/2 37096 1230.07 2032.82 802.25
CYP2B1/2 498.25 1066.14 1321.21 1276.75
CYP2EI 650.21 860.39 837.89 1156.18
CYP3A 1011.59 1029.03 808 .33 132583
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DISCUSION

Estudios anteriores han mostrado que ¢l disolvente industrial CH cs un agente
antimutagénico in vitro y a la vez, es un inductor de citocromos P450 en rata in vivo, 5 %*

La exposicion oral de ratas a este agente cn el agua de beber, da lugar al saumenso en las

hepati de las subfamilias de los CYP2B y CYP2E. Por owo lado, los
ihch i pli dos para el control de parasitosis entre los cuales se
encucntra el ABZ son ind p de las subfamilias del CYP1A.** E] ABZ s mas

potente que inductores como la 2 asftilamina, naranja de acridina y ¢! aminobifenil, **los

cuales a su vez son iderados como ind fecti en la li pecializada.
lLos A y i bi 1! j su i6n g 6xica a través de
su conversion metabdlica a reactivos i i ! filicos diada por i de
CYP; dichos reactivos son capaces de interactuar | con lécul.
importantes como acid lei ¥y pr Los CYPIA, 2B y 2E son las principales
subfamilias que cstén i 1 d cn la "acté ion" de y iné

ambientales y por lo tanto, sus niveles de actividad en los sistemas metabdlicos in vitro (S9,

homogencizados de roedores) dos para la d ion de genotoxicos ambiepmles es de

gran importancia.

Los inductores del CYP son dos en la produccién e los 39 empleados en las

prucbas de mutagenicidad in vitro y son evaluados principalir.nte en el yo de Ames, 7®

sin embargo, i Jos y imAth asoc«dos a la presencia de enzimas
de CYP han ganado importancia con relacién a los y icrobi 3. 84 Estos
59
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étodos sin b han do principal focados a : Ia actividad de las

subfamilias, CYPIA y CYP2B.

El CYP 2El e¢s una i invol da en la iVaCic bélica de un
importante idad de bi les como son la nitrosodimctilamina, la
nitrosodietilamina, la ni fipropilamina, la nitrosodibutilamina, Ia ni pirrolidina y la

nitrosonomicotina entre otros. Sin embargo tanto el Arocior como la combinacion del

FB/B-NF son pobres inductores del CYP2El, ya que los h izad |

btenidos de animal dos con cstas fas ind no son de i 1a

NDMA a baja concentracion. - %3-%

El p trabajo focado en explorar la posibilidad de un efe

complementario entre ¢l ABZ y ¢l CH para inducir las subfamilias de CYP’s involucradas

en la activacion de mutagenos.

En los resultados obtenidos, el Aroclor fue ¢l Gnico compuesto capaz de producir
una importante induccion del CYP total (tabla I y Figura 1) confirmando los datos

reportados por otros autores, ** en a una red ion del 13% observada cen los

microsomas inducidos con ALB/CH (Tab 1 y Figura 1); mi que la bi ion del

FB/BNF no difica la ion final de CYP total con relacion a los

Te do en que las subfamilias de 1os CYP 1A, 2B y 2E representan ¢l 11%
del CYP total en higado de rata, * una induccion del CYP total no necesariamente es un

reflejo de la capacidad del S9 para metabolizar mutdgenos. Por otro lado, en términos
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generales ia reduccion en el CYP total puede deberse a una disminucion en Ia i6n de

1a subfamilia CYP2C que constituye el 65% del total de los CYP en higado de rata; dec este

CYP no existe evidencias de que sea un grupo de i implicadas en el boli de

mulégenos".

Con los resultados obtenidos de las pruebas de Ames, actividad enzimitica c

d ion, sc d a que el tr i de ratas con ABZ/CH fuc menos

o

que el i con Arocior y FB/BNF para inducir las subfamilias del los
CYP's hepaticos 1A y 2B.

Los micr btenidos de higados de ratas traiadas con Arocior y FB/PNF
presentan una alta actividad de EROD (asociada al CYP1Al) y una elevada concentracion
de proteinas en ¢l analisis de Western blot (Tab I, Fig. 2 y 15). Estos resultados concuerdan

con los encontrados en la prucba de Ames en la cual las fi: i S9 obtenidas con estos

compuestos fucron mas efectivas en la activacion del Bla]P y el 3MC a mutigenos

detectados con la cepas TA98 y TA100, respectivamente (Tab I, Fig. 8y 9).

A pesar de que el Aroclor fue el mejor inductor del CYP1A2 (Tab 1, Fig 3, 15y 16),

ct S9 dc ratas tratadas con FB/B-NF fue el mis efectivo en Ia i ion del 2-AF en Ia
prucba de Ames (Tab 1i, Il y Fig 10). La inter ion del Aroclor en la dulacion de

de desi icacion de fase TI u otros CYP's, que no fueron analizados en este
trabajo, pucde scr el resp ble de este cfx
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El protocolo de induccién con ABZ/CH bié un i tanto en la

i6n de protcinas como en la actividad del CYP1A1/2 (Tab 1, Fig 15 y 16), y los

S9 de ratas tratadas con esta ia fi apaces de modiar Ia icidad del B[a}P,

3MC y 2-AF (Tab. I, 111, Fig. 8, 9 y 10). Adicionalmente, los S9 de Aroclor y ABZ/CH

una efici ia similar para activar estos dos ultimos mutégenos.
La induccion del CYP2B1 y CYP2E] participa en el de 1a g icidad
mostrada por la NDPA®, y los mi al empl i pos. lonak

contra estas enzimas, demostraron que el CYP2B1 contribuia en un 65% en la

despropilacién de la NDPA. N datos coinciden con estos resultados en cuanto a que

los S9 de higado de animal dos con FB/BNF y con Aroclor, fi los mas efici

para activar l]a NDPA (Tab. I, III, Fig. 11). Por otra parte, los S9 obtenidos de animales
tratados con CH/ABZ incrementaron 10 veces la potencia mutagénica de la NDPA
comparada con el S9 testigo (Tab. I1, ITI).

Las enzimas inducibles con ctanol (CYP2E1]) activan en la prucba de Ames a Ia

NDMA a su metabolito mutagénico® *°. El CYP2E! esta también involucrado en la a-

hidroxilacion de la NPYR, do su p i ¢ i do se !
inductores del CYP2ElL en la p ion de la fraccion $9. 7* De toda la mezcla de
inductores del CYP dos en este trabajo, 1a ia de]l ABZ/CH fue la mas cfectiva para

elevar la actividad h microsémica de la 4-nitrofenol hidrol iada con el

CYP2EI1 (Tab. 1, Fig. 6), y por lo tanto, ia mutagenicidad de la NDMA y la NPYR sélo se

1 do se emplea la la de ABZ/CH (Tab. 11, 11, Fig. 12 y 13). Se
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ha reportado que las fracciones S9 de ratas tratadas con Arsoclor y PR/B-NF activan la

NDMA en 1a prucba de Ames, en dosis de hasta 500-5000 pg/caja.*

Las subfamilias CYP2B y en menor grado el CYP3A, estin involucradas en la

fe i6n de la ciclofosfamida (CP) en ¢l derivado genotéxico® %, por lo tanto, el

enla p i énica de esta profarmaco 1 sc obf

con S9 de

higado de ratas tratadas con Aroclor y FB/B-NF (Tab. II, III, Fig. 14). Puesto que el

CYP3A no se modifica con ninguno de los dife i pleados (Tabla |
Fig.7 y 15), nuestros datos sugieren que el CYP2B es !a principal i invol da en la
activacion la CP, lo cual esta de do con rep pr . 9393
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CONCLUSIONES

La combinacién de ABZ/CH usado en este jo indvu ias familias 2E y en menor

proporcion los CYPLA, 2B.

Aun siendo los S9 de higados de ratas das con ABZ/CH los menos potentes en elevar
ias actividades del CYP1A, 2B son capaces de activar efici pr

bolizados por estas subfamilias de CYP y pr una buena
alternativa para la detecciém in vitro de g i ivad L por el
CYP2EL.

El Aroclor 1254 es ¢l mejor inductor de los CYP 1A1/2, a la vez que es un buen inductor de

los CYP2B1/2.

El FB/NF es un buen inductor de las subfamilias 2B1/2, ad de inducir efici a

la subfamilia tA.
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of the with a agent, A of poly-
chlorinated hnphcuyl‘. designated Aroclor 1254, has been
used for a long time for this purpose, but its detrimental

de México, Apnmdo Postal 70228, mslo México, D.F.. Torre de
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Ménice, Av. lnstituto Palitécnica Nacional 5160, 07760 Mexico D.F.
Menico

Cyclohexanol (CH) is an
inducing cytochrome P450 (CYP) enrymes including lhn
CYP2E und CYP2B subfamilies. S9 from CH treated rals

is able to several that are poorly

activated by Araclor 1254, ph B

(I‘BINF) or 3 89 fr i into muta-
d. y the Sali 1L hi ium Ames test,

,\ddm«mully. ulbend:uule (ABZ) l\ # widely used anthel-
mintic drug and a2 potent inducer of the CYPLA subfamity.
Since CYP1A, -2B and -2E subfumilies ure implicated in the
activation of several envir

envir ! impact (Clare. 1989) has prompted a re-cvalu-
ation of the continuing use of Aroclor 1254, and altematives
have been proposed. Matsushima er al. (1976) showed that a
combination of bital/p one  (PB/NF)
dmini ed i i Ny (i.p.) to rats is a good inducer of
hepatic microsomal enzymes; different routes of administrution
have also been successfully used (Eliot er al., 1992: Garcia
Franco er al., 1999). Since the original proposal by Matsushima
to replace Aroclor 1254 with the combination of PB/NF,
mutagens activated by CYP1A. and to a minor cxient CYP2ZRB
as well us enzymatic activitics for these two subfumilies, hav
been used in order to validate the use of S9 induced by
different chemicals in the in vitro mctabolic systems for
genotoxicity assays (Guengerich ef al., 1982; Cullander e al.,
1995: Gurt.f.z Frunco er al.. 1999). Nevertheless, the CYP2E
har in the activation of environmental nitros-

we studied CYP induction in the rat liver by the bi
effect of these two compounds, und used $9 derived from
it in the Salbs assay to with SY
uh(ulned frnm Aroclor or I'BINF treated rats, Total CYP
ind d Aroclor, but

not by an\ of the nlher dmmlcnl comhlnullnnq. Western blot
but not

und ic uctivity revealed
qualimll\c dll’er\'ncts In lhe CYTY
different micr al
increased the levels of (.VI'IAIIZ. CYPP2B1/2 and CYP2ZE1L
with respect to control microsomes. CYP3A was not modified
ifferent treatments. When tested in the Ames tost,

/NF 89 were the maost effective ln the

amincs (Yang er al., 1991) and is pouarly induced, or even
suppressed. by Aroclor 1354 or PB/NF (Guengerich er al..
1982: Thomas er al.. 1987). Cyclohexanol (CH) is an industrial
solvent that induces the CYP2EL and CYP2BI/2 isozymes
(Espinosu-Aguimme er al.. 1996, 1997) und albendazole (ABY)
is an  anthelmintic drug with a high potential to induce
CYPIAI/2 (Souhuili-El Amri er al., 1988; Asteinza er al.,
2000): both compounds displuy lower toxicity than ather P450
inducers and they are not under regulatory contrel. Based on
the latter advantages, along with the CYP mdun.unn prnpc.mes
of these two substances. we I3 ! the

in xhc Ames test by reference chemicals activated cnher by

activation of benzolalpyrene and
which are mclabolized muainly by L\’I‘IAI, additionally,
the highest mutagenic potency of 2-aminofluorene and N-
nitrosodipropylamine, which see uctivated by CYPIAZ and
CY1'2B, respectively, were obtained with PB/NF §9. All these
compounds were also uctivated when (,H/ABZ S$9 was used
as the source of tike N-

89 i d with the ABZ/CH or by 89 i

with Aroclor or with PB/NE Biochemical characterization of
the three different S9 tractions. including enzymatic activities
and western blot analysis, were included.

Materials and methods

Chemicals

nitrosopyrrolidine and N-
by CYP2EL, were detected only when CI/ARZ S9 was used,
and the offectiveness of the different S9 fractions in

ide Judenine  dinucleotide phowphale  (5-NADP).
(GO 1 (NDPA).

(NPYR), Nmmw)dlm:lh)lammc INDMA),_ benrolalpyrene (Bfa|P), 3-
meity 2.AF) ide (CP:

MO -AF), 3

glucose-6-

activating ¢ n the
order: Aroclor = PB/NF > CH/ABZ. > control. I'runl these
experiments we can that the CYP-
inducing properties of ABZ und CH cumplemenl ench ulhcr

1;0 perovid: . 7-
7 in, mmmn. albenda-

loh..,, FI
fiom Sigma (:x Loass, MO). Cyclnhu.n.n was obtaincd from T Baker
. Goat ant-rat CYPIAL2Z, CYP2BINZ and

when the two
und that the resulting 89 tnn.liun is able lo au.lvule several
known mutagens in the Ames test.

Introduction
Prcpamnon of hepatic S9 fraction, required as an integral part
of d in virres icity assays, involves pr

CYP2EI, -Inn‘ with microsome standards for cuch CYP, were manufactured
by Dasichi Pure Chemlu:ls (Tukyu Jupan) and purchased from Gentest
(Wohurn, MA). CI and

were purchused from Bio-| s (Richmond, CA}

Animal sreanment

Male Wistur rats (weighing 200-250 g) were boused in polypropylene cages
and kept in a 12 h lighudark cycle in un animal care facility. Animals were

altowed access to y rodent chow and distitted water.

Instinust
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Four groups of animals were used (four animais/group). One group was

‘Tahle 1. Comparison of CYP activities for different induction systems

treated with 2.5% (vv) CH in drinking water for 4 days (Espinosa Aguirre
' )

1997). On the thi animals were

corn oil and were killed 24 h later

Activity  Uninduced ALB/CH-induced Arocior-induced PB/NF-induced

(Anteinza ef al.. 2000). In a second group, rats were injecic
with a single dose of Araclor 1254 (500 mg/hg) and killed on doy S of
induction (Ames er al., 1975), PB/NF induction was done follwing the
scheme proposed by Matsushima ef af. (1979) with some modifications:
animals received three daily i.p. doses of PB (60 mg/kg) and an additional
i.p. injection of 30 mg/kg on day 4. NF was injected i.p. 1o the same rats at
& doae of ¥0 mg/kg on day 3 und e unimals were killed on day 5. The last
group. used ax a control, recelved four daily doses of com oif and were killed
on day 5.

Prepuration of $Y and microsomal fraction

Liver §9 fruction were prepared wording (o Maron and Ames (1983)
Bricty, livers from cach group were pooled. minced into small picces and

Cyt PASU" 035
LROD" 2403
MROD"  25.41

Q.48 (87)F 2.57 (467) 0.67 (122)
4572.12 (18340) 4046.59 (16232)

1407.04 (8537)  479.4 (1887T)

homogenized w 150 mM KA (3 ml/g liver wet weight). After
2t 9000 x far 10 min, " were 1in 2 mi aliquots
und sored at —70°C until use. A portion of cach 89 (ruction obtined as
described was centrifuged at 100 000 ¥ for 60 min; the pellcis were resuspended
in an cqual valume of 100 M potassaum phosphate buffer (pH 7.4) and
centrifuged. Mictosomal lractions were finully rosusperded an 100 mM
potassium phasphate (pIt 7.4). 1.0 mM EDTA, 0.1 mM DTT and 20%
glycerol and stored at ~70°C. All sofutions and glassware were kept a1 4°C.
Protein n I fructions were 1

PROD® 7.4 863 (1166) 418 (5619) 106836 (14437)
BROD"  33.14 473.36(1430)  3611.32 (10897) 926054 (279:44)
4-NPHE .0 2.45 (408) 1.4 (233) 0.9 (150
s 192 1.82(9%) 1.95 (101) 22511

“Promwcin content : Ppmol h F . fnmol 3-

i mnul *Values in
¥ are shown as of control.
s o (5-NPH)

10 4. ined by a modi-

fication of the m umddrscnbcd by Koop (1986). 4~Numph¢nul €02 mM) was
dissolved in 50 mM Trs-11CI, 25 mM MgCl,, pH 2.3. 930 pl of this solution
and 50 ul | samples were t 37°C for 5 min. Reactions
were staried by adding 20 it 56 mM NADPH und incubation continued for
10 min mwre Reaction mistures were stopped by the addition of 0.5 ml 0.6 N
perchlonic ucid followed by was then

Aradfond (1976).
Mutagenesin assav
Salmanella typhimurium spine TALSIS. TAOK and TAI0G dunuted by Dr

n | ml plus 0.1 ml 10 N NaOH
ATST0 e, A siandard curve with 4 nitrcatechol (5. 56 nmoVmi was used 10
culculute microsomal activity.
Ervthromicin N-demethylase (END)
hyl. was ussessed

Ames (University of California, Berkeley) were used for
u»-y‘ TAI335 was used 10 detect the mutagenicity of CP: TAYS for Bla]P
and 2-AF and TAL100 for 3.MC. NDFA, NPYR wnd NDMA. Pre-incubation
was performed according to Yahugs f af. (1977) with some modifications. A
0.1 ml ulluum of m:m...m hacierial culiure i nutrient broth. 0.5 ml S9
i 0F S9 fraction, 8 MM MgCly. 33 mM KCL 4 )M NADE, §
100 mM soxdium phosphate butfer, pH 6.5) and 0,1 ml of
diluted chemical solution were added 1o sicnle tubes. This
as imcubated at 37°C for 60 min, mixed with 2 ml top agsr a1 45°C
and poured oanto minimal agar plates Rescrtant eolonies were counted after
a 48 h incubation period at 37°

Gel clectropharesis and ymmunobior anadysis

yucry stab gel (PAGE) was carried out ut roo
temperiture in the presence of SDS using the discontmuous bufter system
described by Lacmunli (1970). Euch micrasomal protein sample was loaded
at @ concenteaton of | pgiwell. The xlab separating get (7X8X0.07% cm)
sontained 7.5% ocylamude with 0.2 bis-acrylumde. Atter ¢1=umpn..r=~m
proteins were 10 3 BX6 cm

method described by “Lowbin ef ul, (1979, lor the derection of cn-mu

X

by rueas-
uring the prod of 10 Alexidin et ul. (1996), The
incubation miistare (3 ml final volume) contained 10 mM crythromycin, ) mg
micrusomal protein and buffer (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCly, 150 mM

Cl). The mixturc was pre-incubated 3 min ut 37°C, the reactions stanted by
the adkthition of 10 mM NADPH and incubation was continucd for 10 min more.
The reaction was swpped by the addition of 0.5 mt 12.3% trichlocoacetic acid
followed by cenuilugation ut S60 £p.m. Clear supermatant (1 ml) was mised
with | mt Nash reagent (Nash, 1953), heated at 50°C for 30 min and measured
spectrophatometrically 8412 pm. A standird formaldehy de solution (100 pmol/
ml) was used for the calibration curve.

Results

Enzyme activity determinations in hepatic microsomes from
s induced by the different ireutments are shown in Table 1.
Total CYP was highly induced by Aroclor (up to 468%) but
not by PB/NF (up 0 122%) or by CH/ABZ, in which a
13% reduction from controls was noted. EROD activity was

A2, -2B1/B2 and -2E1, nitncellulose sheets were trested with G
i in phosphate-buffercd saline (PBS. hl.nk 2 solution) dunng 3-23 h at
T, totlowed by with ati-CY'P diluted 1:750
i the Blocking solution for an addional U, washed with PSS containing
0.03% Tueen 20 and 3 wth rabbit e
comugated secondary .mubod) (1.2000 dilution) lor 1 h a room temperature.
The anroccllulose shieets wers washied as before and the immunocompleacs
were detected uning 3°.3-diaminobensidine and hydrogen peroxide.

Hiochemicat determinations

Al resorngfin O-dealkyivaes (AROD)
Sowal estochome P35O were measured by the method of Omurs and
u Mi 1 AROD were

the of to Burke's method
lHul’kl. et al.. 1985, 1994) with some : ]

ars

1 in hepatic microsomes from Aroclor-
and PnINF treated rats (183- and 162-fold over controls,
respectively). CH/ABZ pretreatment induced control EROD
activity by only 22-fold.

The PB/NF cumbination induced the PROD and BROD
activities seen in control microsomes 2.5-fold more than
Aroclor. Conversely, Aroclor was 3-fold more effective
than PB/NF to induce MROD activity (Table 1). On the other
hand, although CH/ABZ induccd EROD activity by 22-fold
over control and MROD, PROD and BROD activities reached
a 10-fold induction, lhn n..umcn was the less effective.

Thc h:ghesl ind: on of 4 activity

wavelengths were set a1t 520G and SHS nm, respectively. Substeate (1030 pal),
LY1-1.94 ml buffer A (50 mM Tris HCL 25 mM MgCly. pH 7.6) and
100 pi microsomal sample were placed in a fluorimeter cuverte and
incubated at 37°C for 3 1mn. Remctions were stanted by the addition of
500 pM NADPH (20 pt trom u 50 M solution 1 buffer A). With a total
reaction volume of 2 ml. the cuvettc was then placed in the tuorimeter and
the reactions fullm.\ed for 3 min, weonding the fluosercence wading every
15 in as follows: 50 uM

Y
was ith the CH/ABZ rcgimen, reaching 408% over
the control, followed by Aroclor :md PBINF with 231 nnd
150%. respectively. CYP3A
demcthylase activity was not induced by nny of lhe three
regimens tested.

The pattern of modulation of the cvmmrz

”Bl/" and

bl 05 m\i 1.0 n\! and
1.0 mM benzylonyresorubin. Catlstic activities were calculated from a

-2E1 c p y
ind tested parallel lhm of lhc n:lntcd cnzyrne activitics
in that bath f ovi

igure 1).

sandard cunve of resorufin (0-50 pmol/mty. TESlS CON
Ta

FALLA DE ORIGEN




A. CYPIAI/2

8. CYP281/2

C. CYP2E1

D. CYP3A

Fig. 1. anulysis of protein (1 pg) from Gane ), cycloh ) ;! 4 (dane 4)
and p d Wistar cans tlune 3). Samples were flulose sheeta und

§ i OAt anti-rat (A 1A (B "I)ll" {O)2EL,; .‘llld () 3A. (.nlnlnenl.ﬂ standurd microwomes
(3 pg) from 3 Gune 1A), d tlancs 1B and D) and acctone-treated rats (lane 16) werc used as contols.

The biochemicat dam descnhcd above predict that $9
Tom wreated with either one of
the three difforent mducen. are able to “activate

standard
pro-1 in the Sal test. Different S9-
dependcm mutagens were chosen for this purpo BialP and

3.MC arc activated by CYP1AL: 2-AF by CYP1A2: NDPA
by CYP2BI1: NPYR und NDMA by CYP2El and CP by
CYI"2B and CYP3A. Aroclor and PB/NF S9 activated Blu)P
to a similar exwwenl, producing 17 and 2 reverunts per
microgrum (rev/Ug), respectively, contrasting with control S9
that produced 3 rev/up (Table [1). Additionally, PB/NT and
Aroclor §9 clevated 13- and B-fold the mutagenic potency ot
3-MC with respect o 89 from control rats (Table TH. Although
not with the smmne efficiency. CH/ABZ, S$9 also activaled the
two polycyclic compounds inducing a 2-fold (BlalP) and S5-
fold (3-MC) increase in their mutagenic potency over controls.
2-Aminofluorcne was the only mutagen activated by control
S9 and when tested in the presence of S9 mixtures prepared
from PB/NF, Aroclor and CH/ABZ treated rats, the activation
was enhanced approximately 2-fold over control. Control $9
was unable to activate NIIPA but the three lnduL.inb mixtures
used allowed its dcleclmn as i muldp.cn in the Ames test
(Table 11). The 4 were 0.58, 0.83
and .48 revipg from Cll/ABZ Aroclor and PB 89,
respectively.

utagenicity by NPYR and NDMA was achieved only with
CH/ABZ S In the presence of Aruclor or PB/INF 89,
these promutagens were unable to duplicate the spontancous
reversion of TA LX) toster strain contrasting with an 8-fold
(for NPYR) and 323-fold (for NDMA) enhancement over
the control when CH/ABZ S9 was used (Table 11). Finally,
the mutagenic potency of CP was 0.5 rev/pg when activated
with either Aroclor or PB/NF §9. 0.16 rev/ug with CH/ABZ
$9 and 0.06 rev/pg with control S9 (Table 1I).

Discussion

Previous studics in our laboratory have shown that the industrial
solvent CH acts as an antimutagenic agent when assayed
in vitro and is an in vivo inducer of cytochrome P450 in the

rat (Espin, -Aguirre ¢r al., 1996, 1997), Exposure of rats 1o
this agent drinking water gives rise to increased hepatic
concentrations of the CYP2B and CYP2E subfamilics, On the
other hand, the widely used anthelmintic drug ARZ is a potent
inducer of the CYPIA subfamily (Asteinza ef al., 2000).

CYPIA. -2B and -2FE subfamilies constitutc the main

groups of enzymes mvol\:,d in the activation of cnvironmental

and. ther . their level of activity in
in vitro metabolic syslcms (h:puug s9 fr.n.unm from rodents)
used for the of cn icants is of
great importance.

Thee potential of inducers to be used in the production of
89 for in virro genotoxicity assays has usually been evaluated
using the Ames assay (Matsushima er al.. 1976), but recently.
enzymatic assays associated with the presence of CYP eneymes
have gained importance in addition o microbial  assays
(Callander er al.. 1995: Garcia Frunco er al.. 1999). However,
these methods have been mainly focused at exploring the
activity of CYPIA and CYP2B subfamilies, even though
the CYP2IEL enzyme isalso mvol\cd inthe m:l.xhnhc activation
of :mpon.ml en to the
nitr 1um||y of H such as nllrosodlmclhyl»
amine,
butylamine, nllru:op)n‘olldlne and mu—osonorms.ulmc among
others. Since Aroclor 1254 and the combination of PB/NF are
poor inducers of CYP2EL, hepauc 59 ﬁacnon; obtuined rrom
animals treated with thes fail
NDMA at low M et al.,
Yoshikawa ef af., 1982 C.All.mdn.r (l al.. 1995).

The present work wns desi pl the ibi
of a 1y eﬂccl ABZ and CH to mduce
the three CYP
Our results showed that Aroclor was lhc only compound lh;ll

a S5-fold inducti of towal CYP, conﬁrmlng the data
r:poned by others (Callander ef al.. 1995), in contrast to a
13% reduction observed in CH/ABZ microsomes (Table 1),
PB/NF treatment did not modify the total CYP content scen
in conuol microsomes (Table I). Taking into account that
CYPlA, -2B and -2E subfamilies represent just 119% of the

1976;
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“fuble IL M activity in S A of

ciclohexanol/albendazole-ireatcd rats

by the liver S9 fraction from Arocior, phenobarbital/i-naphthoflavone and

Compound Dose Control 59 Aroclor S9 Phenobarbitat/ Cycloheranols
(pg/platc) . P-naphiofiavone S9 albendazole $9
Blage [ 333 390 6.3
25 393 173.7 1330
50 367 180.0 139.0
7.5 . 128.7
10 136.7
rev/ug® 7.0
3mC [] 159.0
0.8 2040
1.0 186.0
25 159.3
50 3703
reviig 6.2 472
2-A0° o 223 210
05 e 96.3 1180
1.0 117.0
2.5 233.0
30 3270
reviug 8.3
NDPA [ 95.0
50 9353
100 100.0
150 103.7
200 1037
R reviug 0.08
NPYR () 1463
4.5 1543
1520
135 154.0
18 1740
reviug 1.22
NDMA o 137.3
. 20 149.0
a0 151.0
80 149.3
160 149.0
rev/ug 034
cr 0 100
100 13,7
250 26.7
500 557
1000 723
reviug 0.06

*Each value fepresents the mean of histidine™ revertants found in three seplicuted plates.

PSlope from the lincar portion of the dose-response curve.
pe

total CYP in rar liver (Lewis. 1996), an inducer of total
CYP does not necessary constitute a good S9 inducer for
mutagenicity tests. On the other hand. a reduction in total
CYP could be due to n reduced expression of the CYP2C
subtumily that accounts for 65% of total CYP in rat liver. and
there is no evidence of its implication in mutagen uctivation.

Results obtained from the Ames test. western blots and
enzymatic activities showed that trearment of rats with CH/
ABZ was less efficient than Aroclor and PB/NF in inducing
the hepatic CYPIA and CYP2B subfamilies (Tables 1 and H;
Figure D).

Microsomes from Aroclor- and PB/NF-treated rats displaycd
a high EROD activity (associated with CYPIAl) and the

h, protein ation in blot analysis (Table
I; Figure 1). Thcsc r:v.ulx, agreed wuh the Ames test in which
59 d with these ch Is were more effective
in activating Bla]P and 3-MC to mutagens, as detected with
the strains TA98 and TA 100, respectively (Table H).

Although Aroclor was the best inducer of CYPIA2 (Table
1: Figure 1), S9 from rats treated with PB/NF was the most
effective in activating 2-AF in the Ames test (Table II).
Modulation by Aroclor of phasc I detoxifying enzymes, or
other CYPs not measured in this work, could be responsible
for this cffect.

The protocol for CH/ABZ induction also produced an
increment in CYPIA1/2 proteins and activities (Table I:
Figure 1) and $9 from rats treated with this mixture was able
to mediate the mutagenicity of Bla]P, 3-MC and 2-AF (Table
). Moreover. Aroclor and CH/ABZ S9 have equally activated
the last two mutagens.

induction of CYP2B1 and CYP2EI| mediated the enhanced
genotoxicity Llltlltd by NDPA (Shu und Hnllenbclg 1990)
and by using i against
these enzymes, the same nukhom (Shu and Hollenberg. 1996)
hud dcmcnaumcd a 65% contribution of CYP2BI1 in the
of NDPA. Our data fit well these results in that
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$9 from PB/NF- and Aroclor-treated rats were the most
effective in activating NDPA (Table 11). On the other hand,
CH/ABZ S9 i 1 10-fold the genic potency of NDPA
as seen with control $9 (Table 11).

The cthanol-inducible enzyme CYP2E! activated NDMA
into their mutagenic metabolites in the Ames test (Haag and
Sipcﬂ‘ 1980; Garro er al., 1981). CYP 1E} is ulsn invalved
in the o-hydroxylation of NPYR.

59 by and

Burke.M.I>., ‘Thompson.S.. Wuvtf R.J.. Wolf.C.R. and MuycrR.T. (1994
[} Paso in

human

and rut liver. Biochem. Phammml 48, 923-036.
Callander.R.| D ., MacKay.J.M., Clay.i"., Elcombe. C R. and LCiliote, B M. (1995)

regime 16 Arvclor 1253 in the rat Tor use n i vitrs genoovicHy Bsaya.
Mutagenesis, 10, 517522,
Clare.C. (1989) The state of play for PCBs. BIBRA Bull., 28, Li1-114.
Chang. T.K.H.. Weber.G 1. Ci und Wantnan ] DJ (1993) Differcntial
uf x

potency when CYP2E] inducers were used in th pruducllon
of the S9 fraction (Burke ¢1 al.. 1994). Of all the CYP-i

lnd ]A in human hver microsnmies. Cancer Res.. S\ 3620-5637.
El Y.. Dogra.S., Wnlle DochmerJd. and Parry,J.M

mixtures used in this work. the CH/ABZ mixture was the most
cffective in clevating the hepatic microsomal 3-NPH activity
associated with CYP2E] (Table 1) und, hence, the mutagenicity
of NDMA and NPYR were ¢learly detected only when CH/
ABZ S9 was used (lable 1. Aroclor and PB/NF S9 were
reporied to activate NDMA in the Ames test at doses up to
500-5000 pug/plate (Callander et af.. 1995),

CYP”B, and to a minor cxient CYP'!A subfamilies arc

in cy s to its  4-
hydroxylated gcnmn ic derivative (Chung et al., 1993; Roy
et al.. 1999); ¢ the higher potency of this

anticancer prodrug was obtained with 59y from Aroclor- and
PR/NF-treated rats (Table II). Since CYPIA was not modified
by the different treatments (Figure 1. Tuble 1), our data suggest
that CYP2B is the major cnzyme involved in the mutagenic
activation of CP according to previous reparts by Ellard er ul.
(1991) and Roy et ul. (1999).

It is now well estublished that a wide varicty of foods,
particularly cured meat products, smoked tish, dried malt
and alcoholic beverages, contain trace levels of carcinogenic
mxmc.umnex(%culun 1983; Huvery .md Fazio, 1985; Oslcrd.\hl
1991). The of these ¢h Is in envi

)1 using i i icity tests di ds on an
effective metubolic sysiem ‘ennched” with CYPREL. For this
purpose, the combination of CH/ABZ o induce hepatic CYP
in rats provides a better option than Aroclor and PB/NF.

1n conclusion, the CH/ABZ regime used in this work resulis
in the induction of CYPLA, -2B8 and -2E subfamilies. Hepatic
59 from CH/ABZ-treated rats efliciently gctivates promutagens
mclnbﬂlucd by these CYP subfamilies and. consequently,

(|9‘n) The use of genetically engincered V79 chinese hamater culturcs
expressing rat fiver CYPIAL, 1A2 und 2B1 cDNAs in micronucleus assays.
Mutagenesis, 6. 46170,

FlliowB.M.. Combes R.D.. Vlcombe.C4¢ D.G.. GibsonG.G
ucKuyI M. wnd WollRC. (1992) Report of the UK Faviromnental
Mumgcn Socicty kmg party. A o Aroclor 1254

in in vitrn Renoioxic

y assays. Mum,,mﬂn 71750177,

. RubiaJ..C: Nosti.R., Cabullera.$., Gonrdlcr.l.
wnd Marth iy (w‘x, r enzymes in liver of rate
wreated with eycloncaaial. Mumr Res 07.

Fspinosa-Aguirre, Rul

36M, 103

A iR, and Astcinrad. (19971
YI" isozyme prutile induced by cyclohexanol.

ation of the
Mutagenesis, 12, 159162,
Garvia Franco.S.. Dominguez, (. wnd Picod C. (1999) Ahematives ln the
und of d 59 and
icie activation protiles. Mutagenesis, 14, 323-3210

Garru, A, Seite LK. and  Licher. GO Lnhancement  of
i t 10 a mutagen following

48, 120-124,

chronic ethanol consumptio
Guenkerich.FP. DannunG.A.. Wrght ST, MatinM V. and Kaminshy.S
(1UR2) and of bver
P-150: Ll apecirul. eatalytic
and unhlﬂhlluy of eight isurymes s from rats treated  with
Biochemistry. 21, 6019-6030
faag.S. and ﬁmcno (1980) Dnfferenual cffects of acctone or Aroclor 1254
oo the of wa

mutapen. Mutar. Res . 74, 431—43x.
Huwry‘n C. and Fum T. u‘nm Human exposure to mitrosattines from foods.
wrd Technol.. 39,
xmp.u R. (1986) Hy ion of
cytochrome P43 isoryme 3a. Morl. Phe )
U.K. (1970) Matwraton u( the head of hauennpmgc Ti. 1. DNA
packuging cvents. Norure, 227, 680-685
Lewis.D.E.V. (1996} Introduction. In Rubnstcin M.H. and WilaonC.G. (cds)
Crtochrume PISO. Steucture, Function and Mechamsm. Taylar aod Francis,

by uhhu hanol-i

a good al e for the in virro delect of

g.unmoxm agents activated smainly by CYP2EL.
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